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第 2 章では、 4 量体メタロチオネイン遺伝子 (MTL4) を、根粒ノ〈クテロイド内で発現する niDfおよび nolBプロ
モーターにつなぎ、レンゲソウ根粒菌 Mesorhizohium huakuii subsp. rengei B3 株を形質転換し、重金属集積につ
いて述べている。この形質転換根粒菌をレンゲソウの根に感染させて根粒を形成させている。 In situ hybridization 
により根粒内で MTL4遺伝子の mRNA が発現していること、また免疫染色により MLT4 タンパク質が生成している
ことを確かめている。カドミウム添加土壌のポット内試験の結果、 MTL4 生成根粒は野生株の1.5- 1. 8 倍カドミウム
を蓄積している。
第 3 章では、アラピドプシスより、ファイトケラチン合成酵素遺伝子 (AtPC8) をクローニングして根粒菌 B3 株
に導入し、重金属蓄積の向上を目的とした研究結果について述べている。この遺伝子発現によりファイトケラチンオ








(AtPCS) を組み換えた根粒菌では、約 20 倍ものカドミウムの蓄積があるにもかかわらず、レンゲソウ根粒への重
金属取り込み量は、1.7 倍しか増加しないことから、膜内の金属取り込みに関与するアラピドプシスの鉄制御型トラ
ンスポーター遺伝子 (IRT1) をクローニングして、アルカリフオスファターゼ遺伝子 (phoA) と融合し、根粒菌 B3










(1)4 量体メタロチオネイン遺伝子 (MTL4) を、根粒バクテロイド内で発現する nifHおよび、 nolBプロモーターにつ
なぎ、レンゲソウ根粒菌 Mesorhizobiumh uakuii subsp. rengeiB3 株を形質転換し、重金属集積量を測定している。
この形質転換根粒菌をレンゲソウの根に感染させて根粒を形成させている。 In situ hybridization により根粒内で
MTL4遺伝子の mRNA が発現していること、また免疫染色により MTL4 タンパク質が生成していることを確かめて
いる。カドミウム添加土壌のポット内試験の結果、 MTL4 生成根粒は野生株の1.5・1. 8 倍カドミウムを蓄積している。
(2)アラピドプシスより、ファイトケラチン合成酵素遺伝子 (AtPCS) をクローニングして根粒菌 B3 株に導入し、重
金属蓄積の向上を目的とした研究結果を示している。この遺伝子発現によりファイトケラチンオリゴ、マー(PC)n、 n
=2-7、が B3 細胞内で生成している。この組換え菌によるカドミウムの蓄積は 9・ 19 倍に増加した。組換え菌をレン
ゲソウに感染させ根粒形成の後、免疫染色により AtPCSが根粒ノ〈クテロイド内で生成していることを確認している。
この根粒は1.5 倍のカドミウムを蓄積している。




粒菌では、約 20 倍ものカドミウムの蓄積があるにもかかわらず、レンゲソウ根粒への重金属取り込み量は、1.7 倍し
か増加しないことから、膜内の金属取り込みに関与するアラビドプシスの鉄制御型トランスポーター遺伝子 (IRT1)
をクローニングして、アルカリフオスファターゼ遺伝子 (phoA) と融合し、根粒菌 B3 株に導入している。細胞膜区
分の PhoA活性は 16 倍に増加し、カドミウムに対する感受性が高まっている。
以上のように、本論文は土壌の重金属汚染，特に現在も我が国を初め世界の水団地帯で問題となっている重金属に
よる土壌汚染を、稲田の富沃化に栽培されてきたレンゲソウに着目し、重金属結合ベプチドを植物根粒内で過剰生産
させることにより土壌を浄化させる新しい共生工学技術を開発したものであり、環境工学、生物工学の発展に少なか
らず寄与するものである。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
- 664-
